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Resumen. 

La insulina es una hormona de naturaleza peptídica que regula diferentes 

aspectos metabólicos en los animales. La principal función conocida de esta 

hormona es la regulación de la homeostasis de glucosa en sangre. Sin embargo, 

sus funciones abarcan aspectos metabólicos como: La estimulación de la 

glucogenogénesis, Inhibición de la glucogenolisis, promoción de la glucólisis, la 

síntesis de ácidos grasos y de proteínas. Este último proceso es mediado por la 

vía de señalización PI3K-TOR, donde TOR (Target Of Rapamycin) se conoce 

como el regulador maestro del crecimiento celular. Esta vía de señalización induce 

la biogénesis de ribosomas, aumentando la capacidad de síntesis de proteínas en 

la célula; esto conlleva a un aumento en la biomasa y por lo tanto a un crecimiento 

celular. La vía PI3K-TOR se encuentra conservada desde levaduras hasta plantas. 

En este último apenas se ha comenzado a entender los mecanismos a través de 

los cuales TOR regula el crecimiento, el cual es modulado en respuesta a factores 

externos (abióticos) e internos como los reguladores de crecimiento o 

fitohormonas. Se ha establecido una interacción entre la vía PI3K-TOR con las 

auxinas, implicadas en todos los aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal. Por 

otro lado, desde hace algunos años se ha reportado que el maíz es capaz de 

producir un péptido similar a la insulina (ZmIGF) estructuralmente, que al igual que 

la insulina animal estimuló un aumento en el porcentaje de germinación e indujo  

el crecimiento vegetal. Recientemente se ha reportado que este ZmIGF es capaz 

de inducir la toma de glucosa del medio por adipocitos de rata. Además, se 

determinó la presencia de un receptor para dicho péptido a través del cual tanto el 

ZmIGF como la insulina podrían ejercer su acción dentro de la célula. Los datos 

antes mencionados muestran que tanto el ZmIGF como la insulina tienen un papel 

en la regulación del crecimiento celular vegetal y que parte de esta respuesta es a 

través de la vía de señalización PI3K-TOR. Sin embargo, se desconocen aspectos 

generales de la regulación por estos péptidos, por lo que en este trabajo se abordó 

este problema dando un enfoque proteómico de la respuesta a la insulina en ejes 

embrionarios de maíz durante la germinación. Los resultados obtenidos en el 

presente estudio nos muestran que la insulina promueve la producción de 

proteínas involucradas en aspectos metabólicos como la Gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa y la Enolasa; por otro lado, promueve la degradación proteínas de 

almacenaje que funcionan como reserva de material durante la germinación, como 

las Globulinas y la Vicilina. Proteínas que participan en el proceso de germinación 

como las proteínas de embriogénesis tardía también fueron reguladas en 

respuesta a insulina. También se modifico el patrón de expresión de algunas 

proteínas que participan en respuesta a estrés abiótico; sin embargo, estas 

proteínas han sido reportadas como factores importantes para el proceso de 

germinación. Además, dado que se ha reportado que la insulina ejerce su efecto 
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de promoción del crecimiento a través de vía PI3K-TOR, usamos la rapamicina 

para inhibir la actividad de TOR. Los resultados muestran que la expresión de las 

proteínas antes mencionadas no a través de la activación de TOR. Estos datos 

indican que el efecto de la insulina sobre el maíz consiste en inducir, estimular y 

mantener el proceso de germinación.    Palabras clave: insulina, mTOR, 

Señalización, Maíz, Perfil proteómico                 
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Summary. 

Insulin is a peptidic hormone that regulates several metabolic processes in 

animals. Glucose homeostasis is the most studied among these functions. 

Nonetheless, some other important functions of insulin are: Glycogenesis 

stimulation, glycogenolisis inhibition, glycolysis induction, stimulation of fatty acids 

synthesis, and translation promotion. Protein synthesis is mainly regulated by 

Target Of Rapamicyn (TOR), this protein has been proposed as the master 

regulator of cell growth. The pathway PI3K-TOR signaling induces ribosome 

biogenesis and, through this cell biomass is increased, promoting cell growth. This 

pathway is conserved from yeast to plants. In plants, the mechanisms involved in 

TOR signaling are scarcely understood. Plant growth is modulated in response to a 

several stimuli such as light, heat, and nutrient availability. Phytohormones play a 

crucial role in plant growth regulation, a cross regulation between TOR signaling 

and auxins, the most studied phytohormone, has been reported. On the other 

hand, regulators from peptidic nature have been reported in maize: an Insulin like 

Growth Factor (ZmIGF) that regulates germination and plant growth. This ZmIGF 

has been proven to be functional in rat adipocytes, capable of induce the uptake of 

glucose from the medium. Additionally, a putative receptor for this peptide and 

insulin has been reported in maize callus tissue, which could be the starting point 

of signaling induced by these peptides. All data above shows that ZmIGF and 

insulin modulates germination and plant growth trough similar mechanism to that in 

animals, probably trough the TOR signaling pathway. However, general aspects 

about insulin action and function in plants remain unknown, in this work we used a 

proteomic approach during maize germination as an attempt to unveil the proteins 

involved in response to insulin. Results show a modulation on metabolic proteins 

such as glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, and enolase1. On the other 

hand, insulin regulates the degradation of proteins that function as storage material 

during germination such as globulins and vicilin. Late embryogenesis proteins were 

also modulated by insulin. Some abiotic stress related proteins were modulated by 

this peptide, however, these proteins have been reported as important during the 

germination process, as an independent role from that to abiotic stress response. 

As insulin action in maize has been related to TOR signaling pathway, we used 

rapamicyn in order to address if these protein expression patterns were modulated 

trough this pathway, results showed that rapamycin had no effect on protein 

expression patterns, concluding that there is no participation of TOR in insulin 
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response observed in the protein expression pattern.  These results show that 

insulin action on plant is directed to stimulate and enhance the germination 

process. 
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1.1. Insulina  

En la segunda década del siglo XX se dio el que podría ser el 

descubrimiento científico más importante en el campo de la medicina, la insulina. 

Antes del descubrimiento de esta hormona, las personas que padecían diabetes 

estaban condenadas a un proceso largo y doloroso que terminaba 

irremediablemente en la muerte. A pesar de que la enfermedad era fácilmente 

diagnosticada, no existía una cura para detener el avance de la enfermedad. Los 

primeros acercamientos hacia la etiología de la enfermedad condujeron al hígado 

como uno de los órganos involucrados en este proceso. Sin embargo, los 

pacientes diabéticos a los que se les realizaba la autopsia mostraban un daño 

significativo al páncreas. Estos hallazgos condujeron a investigar si el retirar el 

páncreas de perros podía aportar información sobre las consecuencias de este 

proceso quirúrgico. Esta cirugía se logró con éxito en 1889, observando que los 

perros sobrevivientes presentaban síntomas de diabetes. Entonces se empezó a 

usar el extracto de páncreas como terapia en los pacientes diabéticos sin 

resultados satisfactorios en la mayoría de los casos. Posteriormente un grupo de 

investigadores canadienses: Frederick Grant Banting, Charles Herbert Best, 

James Bertram Collip y John James Rickard Macleod; mejoró la preparación los 

extractos pancreáticos, para que fueran seguros y eficaces en los pacientes. 

Después de varios intentos fallidos, obtuvieron extractos etanólicos, de páncreas. 

El etanol produjo un precipitado que fue probado en un joven de 14 años con 

diabetes, el nuevo extracto pancreático redujo los niveles de glucosa en la sangre 

del joven y disminuyeron los cuerpos cetónicos presentes en la orina, lo que es un 

síntoma común de los pacientes con esta enfermedad. El descubrimiento fue 

anunciado en la reunión anual de la Association of American Physicians un 23 de 

mayo de 1922. El siguiente año Banting y Macleod fueron galardonados con el 

premio Nobel de Medicina  por el descubrimiento (Rosenfeld, 2002; Karamitsos, 

2011).  
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1.2. Procesos metabólicos regulados por la insulina. 

La insulina fue la primera proteína en ser completamente secuenciada, 

hallazgo que mereció el premio Nobel de Química en 1955 para Frederick Sanger 

(Stretton, 2002). La estructura de la insulina consiste en dos cadenas peptídicas, A 

y B, unidas mediante puentes disulfuro. A pesar de esto, la insulina no se sintetiza 

como dos cadenas independientes que se unen más tarde. Después de la 

traducción del ARNm de la insulina, se obtiene una sola cadena peptídica 

denominada preproinsulina la cual se somete a una rápida escisión enzimática 

para generar proinsulina, la cual está conformada por las cadenas A y B unidas 

por un péptido denominado C (Figura 1.1).  La proinsulina se empaqueta en 

pequeños gránulos dentro del complejo de Golgi, para posteriormente migrar hacia 

la superficie celular. Durante la maduración de estos gránulos las proteasas se 

encargan de separar el péptido C, dejando la insulina en su forma activa (cadenas 

A y B unidas por puentes disulfuro). La insulina forma microcristales alrededor de 

iones de zinc dentro de los gránulos de secreción, produciendo hexámeros que se 

separan rápidamente después de la liberación. El aumento de la glucosa 

intracelular desencadena la secreción de insulina mediante la activación de la 

glucocinasa seguido de un aumento de ATP intracelular, lo que resulta en el cierre 

de canales de potasio sensibles a ATP. Esto provoca la despolarización de la 

membrana de las células beta y la afluencia de iones de calcio, lo que lleva a la 

fusión de los gránulos de insulina con la membrana celular liberando la insulina, 

péptido C y otras moléculas (Docherty & Clark, 1994; Henquin, 2000) 
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Figura 1.1. Síntesis y estructura de la insulina.  

 

La insulina una vez liberada puede actuar en diferentes tejidos blanco 

(músculo esquelético, tejido adiposo e hígado) (Figura 1.2) regulando diversos 

aspectos fisiológicos como: metabolismo de carbohidratos, de ácidos grasos y de 

proteínas. Tanto en músculo esquelético como en tejido adiposo los efectos de la 

insulina son similares, en estos tejidos el metabolismo de la glucosa se ve 

afectado, al estimularse la glucólisis y la síntesis de glucógeno 

(glucogenogénesis)(Saltiel & Kahn, 2001; Zhang & Liu, 2014).  
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Figura 1.2.  Aspectos fisiológicos de la insulina. 

 

El incremento en la glucólisis se debe a un aumento en el ingreso de 

glucosa a la célula, la cual es fosforilada por la hexocinasa como primer paso de la 

vía. Esta vía metabólica consta de dos etapas: i) las primeras cinco reacciones 

que resultan en la formación de dos moléculas de gliceraldehído-3-fosfato y se 

consumen dos moléculas de ATP; ii) las subsecuentes cinco reacciones en donde 

el producto final son  dos moléculas de piruvato, en esta fase se producen cuatro 

moléculas de ATP por lo que la producción neta es de dos moléculas de ATP por 

molécula de glucosa. El piruvato es entonces oxidado por el complejo enzimático 

piruvato deshidrogenasa, generando ácetil coenzima A (CoA). Esta reacción es un 

punto de control importante en el metabolismo de la glucosa ya que la ácetil CoA 

puede ser usada para generar energía liberando CO2 en musculo esquelético o 

para la síntesis de lípidos en tejido adiposo e hígado (Lenzen, 2014). 
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El metabolismo de glucógeno es regulado por la glucógeno sintasa y la 

glucógeno fosforilasa. La primera es activada por la presencia de glucosa-6-

fosfato para iniciar la síntesis de glucógeno. La segunda es activada por AMP para 

iniciar la degradación de glucógeno, y es inhibida por ATP. En presencia de 

insulina se activa la glucógeno sintasa debido al incremento de glucosa dentro de 

la célula, en ausencia de ésta hormona hay bajos niveles energéticos (aumentan 

los niveles de AMP) y la degradación de glucógeno se activa (Hems & Whitton, 

1980; Saltiel & Kahn, 2001) .  

El hígado, a diferencia de los otros tejidos, es capaz de degradar la glucosa 

(glucólisis) y de sintetizar glucosa (glucogenogénesis). La glucogenogénesis es el 

proceso mediante el cual se sintetiza glucosa a partir de precursores como: 

piruvato, lactato, glicerol, aminoácidos (excepto lisina y leucina) y todos los 

compuestos intermediarios del ciclo de Krebs. El proceso de glucólisis y 

glucogenogénesis son regulados de forma reciproca, si la glucólisis se está 

llevando a cabo la glucogenogénesis es inhibida y si ésta ultima esta activa la 

glucólisis entonces se detiene (Hems & Whitton, 1980).   

De tal manera que la insulina regula diversos procesos fisiológicos 

relacionados con el metabolismo de carbohidratos (homeostasis de glucosa, 

glucólisis, glucogenogénesis, glucogenogénesis y glucogénolisis), metabolismo de 

ácidos grasos (Lipólisis y lipogénesis), también regula la síntesis y degradación de 

proteínas así como la captación de iones (Figura 1.3).      
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Figura 1.3. Procesos metabólicos regulados en respuesta a la insulina. En color 

rojo se muestran los procesos que se inhiben, mientras que en verde vemos aquellos que 

se inducen (Modificado Gaw et al, 2008).  

1.3. Mecanismos de acción de la insulina. 

Los mecanismos de acción modulados por la insulina involucran procesos 

de fosforilación y defosforilación de proteínas moduladoras de los aspectos 

metabólicos mencionados anteriormente, además de que las vías de señalización 

desencadenadas por la insulina activan o inactivan la expresión de genes 

involucrados en dichos procesos. 

Como la gran mayoría de las hormonas y diversos estímulos extracelulares, 

la insulina se une a un receptor especifico anclado a la membrana celular. Al 

acoplarse la insulina a su receptor se inicia una cascada de eventos al interior de 

la célula. El receptor de insulina es miembro de una superfamilia de receptores de 

tipo tirosina cinasa (RTKs, por sus siglas en ingles), éste receptor consta de dos 

sub-unidades α extracelulares, que contienen el dominio de unión al ligando; y dos 

sub-unidades β transmembranales que contienen el dominio de tirosina cinasa. La 

insulina al acoplarse a las subunidades α del receptor, induce un cambio 

conformacional en las subunidades β que permite la auto-fosforilación de éstas 
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(Becker & Roth, 1990). Una vez activado el receptor, tiene como principal sustrato 

a los miembros de la familia de sustrato del receptor de insulina (IRS 1, 2, 3 y 4, 

por sus siglas en ingles). La fosforilación en tirosinas de estas proteínas IRS 

permite la unión de éstas con proteínas efectoras que contengan un dominio de 

unión a residuos de tirosina fosforilada denominado SH2 (dominio homologo de 

Src 2), una de estas proteínas efectoras es la PI3K (fosfatidilinositol 3-cinasa) la 

cual se encarga de fosforilar  al fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) para generar 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), este proceso puede ser inhibido de manera 

natural por la fosfatasa homologo e tensina (PTEN) y mediante el uso de 

compuestos químicos inhibidores de PI3K como la Wortmanina y el LY294002 

(Shepherd et al, 1998). La producción de PIP3 crea sitios de reconocimiento para 

proteínas con dominios homólogos a pleckstrina (PH) tales como las proteínas de 

la superfamilia AGC (PKA, PKG y PKC) de serina/treonina cinasas, de especial 

importancia para la señalización por insulina son la proteína dependiente de 

fosfoinosítidos (PDK1) y la proteína cinasa B (PKB, también llamada Akt). Donde, 

Akt al unirse al PIP3 sufre un cambio conformacional que permite a PDK1 

fosforilarla. Una vez fosforilada Akt representa un punto de crucial importancia 

para la regulación de la señalización por insulina, esta proteína es capaz de 

fosforilar diferentes sustratos para dirigir la señal hacia diversos procesos 

celulares (Fayard et al, 2005).  

Akt es la encargada de regular el proceso de entrada de glucosa a la célula 

mediante la inhibición por medio de fosforilación de la proteína activadora de la 

actividad de GTPasa de Rab denominada Sustrato de Akt de 160 KDa (AS160), 

Rab al ser activada promueve la reorganización del citoesqueleto, lo que permite 

la translocación de los transportadores de glucosa GLUT4 a la membrana celular. 

Por otro lado, la cinasa de la glucógeno sintasa-3 (GSK3) fue la primera proteína 

descrita como blanco de Akt, esta cinasa al ser fosforilada se inhibe su actividad 

hacia la glucógeno sintasa con lo que ésta última queda activa y aumenta la 

síntesis de glucógeno. Akt también regula la expresión de genes relacionados 

modulando la actividad de los factores transcripcionales FOXO, en los cuales la 

fosforilación inhibe su actividad, FOXO1 en hígado regula la expresión de genes 
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que participan en la gluconeogénesis y al ser fosforilado por Akt permite la 

interacción de éste con las proteínas 14-3-3 con lo que FOXO1 se mantiene en el 

citoplasma inhibiendo este proceso (Brazil et al, 2004).  

Una de las funciones mejor conocidas de Akt es la regulación sobre la vía 

de señalización de la proteína blanco de la Rapamicina (mTOR, en mamíferos) a 

través de la cual se modula el crecimiento celular (Manning & Cantley, 2007). Río 

abajo de Akt se encuentra el complejo de esclerosis tuberosa (TSC1/TSC2) el cual 

funciona como proteína activadora de GTPasa (GAP). Este complejo, 

específicamente TSC2, al ser fosforilado por Akt (en los residuos S939, S981, 

S1130, S1132 y T1462) es inhibido, con lo que pierde su actividad hacia la 

GTPasa Rheb, manteniéndose esta última unida a GTP. Se ha establecido que 

Rheb interactúa directamente con el dominio de cinasa de mTOR y que se 

requiere que la GTPasa este unida a GTP para que pueda activar a mTOR (Dibble 

& Cantley, 2015).   

La proteína mTOR forma dos complejos multiproteicos denominados 

mTORC1 y mTORC2, estos complejos son distintos tanto en componentes como 

en función (Wullschleger et al, 2006; Laplante & Sabatini, 2013). El complejo 

mTORC2 (formado por: mTOR, rictor, SIN1, DEPTOR y mLST8) es insensible a la 

Rapamicina y sus principales funciones reportadas son la reorganización del 

citoesqueleto de actina, fosforila proteínas cinasa de la familia AGC cinasas como 

SGK y Akt; además, recientemente se reportó que se encarga de la degradación 

de polipéptidos recién sintetizados (Oh & Jacinto, 2011). Por otro lado, el complejo 

mTORC1 (formado por: mTOR, raptor, mLST8, DEPTOR y PRAS40) ha sido 

ampliamente estudiado debido a su participación en la integración de diversas 

señales que derivan en la regulación de aspectos metabólicos como: síntesis de 

proteínas, de lípidos y autofagia (Wullschleger et al., 2006; Laplante & Sabatini, 

2009). Gran parte de la información conocida sobre la función de este complejo 

proviene del uso del compuesto aislado de Streptomyces hygroscopicus 

denominado Rapamicina, este macrólido se une a la proteína de unión a FK506 de 

https://es.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
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12 KDa (FKBP12) con la cual forma un complejo ternario con mTOR inhibiendo su 

actividad (Ballou & Lin, 2008).   

Río abajo de mTOR los blancos descritos más ampliamente son: la proteína 

de unión al factor de inicio de la traducción 4E (4EBP1) y la cinasa de la proteína 

ribosomal S6 (S6K) (M. Laplante & Sabatini, 2009); La primera al ser fosforilada 

por mTOR liberal factor de inicio de la traducción 4E (eIF4E) con lo cual se 

promueve la traducción CAP-dependiente. Por otro lado, la S6K requiere de una 

posterior fosforilación por PDK1 para ser activada, una vez activada tiene diversos 

blancos como: la proteína S6 del ribosoma, el factor de inicio de la traducción 4B 

(eIF4B), el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1), la cinasa del factor de 

elongación de la traducción 2 (eEF2K), la proteína pro-apoptótica BAD, incluso la 

misma mTOR (Ruvinsky & Meyuhas, 2006). A través de estas proteínas se regula 

la síntesis de proteínas con lo que se da un aumento en la biomasa induciendo así 

el crecimiento celular (Figura 1.4).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Peña-Uribe                                                                                                                             IIQB-UMSNH 

15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Vía de señalización de mTOR. Modificado de (Jastrzebski et al, 2007)  
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II. ANTECEDENTES  
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2.1. Insulina en plantas. 

 

Después del descubrimiento de la insulina en animales por el grupo de 

científicos canadienses (Banting, Best, Collip y Macleod), Collip y Best reportaron 

compuestos tipo insulina encontrados en diferentes plantas como: cebolla, 

lechuga, cebada, papa, arroz, entre otras. Collip realizo los aislados y los probó en 

perros a los que les había sido extirpado el páncreas, donde encontró que los 

niveles de glucosa disminuyeron a consecuencia de la administración de los 

extractos vegetales (Collip, 1923. Best & Scott, 1923. Best, 1924). Desde 

entonces, se han identificando péptidos similares a la insulina presentes en 

distintos tipos de organismos como: Escherichia coli, Tetrahymena pyriformis 

(LeRoith et al, 1985); y Neurospora crassa (Muthukumar & Lenard, 1991).  

Sin embargo, desde entonces poco interés se puso en las plantas. Fue hasta la 

década de los 70’s cuando surgió nueva información sobre el tema, Khanna y col. 

registraron una patente en los Estados Unidos para un método de extracción de 

insulina a partir de tejido vegetal. Siguiendo esa metodología se logró extraer 

fracciones con actividad similar a la insulina de animales sobre adipocitos aislados 

(Ng et al, 1986). Por esa misma década, se reportó el aislamiento, purificación y 

caracterización de un péptido similar a la insulina de espinaca y Lemna gibba 

(Colliersfi et al, 1987). En el final de la década de los noventa, tomado como 

antecedentes la presencia de péptidos con actividad de factor de crecimiento en 

plantas, se reportó el efecto de la insulina animal sobre cuestiones bioquímicas y 

fisiológicas del maíz. La insulina fue capaz de inducir la germinación, de aumentar 

la síntesis de proteínas ribosomales e inducir la fosforilación de la proteína 

ribosomal S6, lo que fue inhibido por Rapamicina y wortmanina, compuestos 

usados para identificar la vía de señalización involucrada en la respuesta a 

insulina en mamíferos (Sánchez de Jiménez et al, 1999). A partir de este 

descubrimiento, este grupo de trabajo ha reportado la presencia de un péptido de 

20KDa similar a la insulina propio del maíz, este péptido es capaz de inducir la 

germinación y el crecimiento de plántulas; así como la fosforilación de la proteína 

S6 de la sub-unidad 40S del ribosoma y aumentar la síntesis de propeinas 
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ribosomales, todo esto de manera similar al efecto de la insulina animal reportado 

previamente por ellos (García Flores, 2001). Este descubrimiento indicó la 

presencia de un péptido similar a la insulina presente en el maíz que actúa como 

un factor de crecimiento en animales. Posteriormente se reportó la purificación de 

este péptido por cromatografía líquida de alta eficacia en fase reversa (RT-HPLC, 

por sus siglas en ingles) para purificar este péptido, donde se incluyó un análisis 

por dicroísmo circular que mostró una estructura de α-helice similar a la presente 

en la insulina y factores de crecimiento tipo insulina (IGFs) (Rodríguez-lópez, 

2011). 

Lo evidencia presentada por los grupos de trabajo mencionados anteriormente 

muestra que en plantas existe un péptido similar a la insulina tanto en estructura 

como en propiedades fisiológicas y bioquímicas. La insulina animal a servido como 

herramienta para el estudio de la respuesta a este péptido, usándola para 

identificar posibles vías de transducción de señales involucradas en la respuesta a 

esta hormona. Hasta la fecha la vía de señalización PI3K-TOR ha sido la más 

ampliamente estudiada como reguladora del crecimiento celular en respuesta a la 

insulina en plantas, específicamente en maíz. A continuación se hace una revisión 

de esta via de señalización en plantas y el papel de la insulina en su regulación. 

 

2.2  La vía de señalización de TOR en plantas. 

La vía de señalización de TOR se encuentra conservada desde levaduras 

hasta plantas, si bien no se conocen a fondo los mecanismos de regulación 

involucrados en plantas, se conocen los componentes esenciales de esta ruta de 

señalización sugiriendo que su funcionamiento es muy similar al reportado en 

mamíferos.   

La activación de una vía de señalización inicia con la presencia de un efector, 

una molécula que al acoplarse a un receptor desencadena una serie de eventos 

intracelulares que detona una respuesta. En la ruta de TOR en plantas se ha 

demostrado que tanto la insulina animal como reguladores del crecimiento vegetal, 

como las auxinas;  activan esta red de señalización (Sánchez de Jiménez et al., 
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1999; García Flores et al, 2001; Beltrán Peña et al, 2002; Schepetilnikov et al., 

2013). Los mecanismos exactos a través de los cuales tanto auxinas como 

insulina activa a TOR no quedan del todo claro. Para el caso de las auxinas una 

propuesta sobre la activación de TOR podría ser a través de la fosfolipasa D la 

cual es activada en respuesta a auxinas y produce acido fosfatídico, el cual 

funciona como segundo mensajero para activar a la proteína PDK1 la cual a su 

vez sería la encargada de fosforilar y activar a TOR (Bögre et al, 2013).  

En el caso de la insulina o factores de crecimiento tipo insulina, se ha descrito 

recientemente un posible receptor para estos péptidos en maíz (Garrocho-Villegas 

et al, 2013); sin embargo no queda claro el posible segundo mensajero 

involucrado en desencadenar la señalización. El efecto de inhibidores como la 

wortmanina o el LY294002, indican que la proteína PI3K de plantas está 

involucrada en dicha respuesta (Lee et al., 2008; Liu et al, 2012; Takáč et al, 

2013). Esto a pesar de que en plantas solo esta presente la PI3K de clase III, ya 

que en mamíferos existen las clases I, II y III; siendo la clase II la responsable en 

la señalización por insulina (Lee et al, 2010).  

La señalización después de la PI3K no está del todo esclarecida, en plantas 

no se ha encontrado un ortólogo de la proteína Akt; una proteína de crucial 

importancia en la respuesta a insulina en mamíferos. Sin embargo, en respuesta a 

reguladores del crecimiento vegetal o la insulina, la proteína TOR es activada 

evidenciado por un aumento en la fosforilación de la proteína S6K que además 

correlaciona con un aumento en la fosforilación de la proteína S6 de la subunidad 

pequeña del ribosoma, indicando que los elementos importantes de la vía de 

señalización se encuentran conservados y que ésta regula la síntesis de proteínas 

ribosomales de manera similar a como se realiza en mamíferos (Dinkova et al., 

2007; Garrocho-Villegas et al, 2012; Xiong & Sheen, 2014; Rexin et al, 2015) 

(Figura 2.1.)  

Esta vía de señalización en plantas ha sido estudiada gracias al uso del 

inhibidor del complejo 1 de TOR en mamíferos, la Rapamicina. Este compuesto ha 

generado una serie de controversias en plantas debido a la aparente resistencia 
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de la planta Arabidopsis thaliana a los efectos de éste (Sormani et al., 2007). Sin 

embargo, diversos reportes en maíz han indicado que la Rapamicina es una 

herramienta confiable para el estudio del papel de TOR en diversos aspectos del 

desarrollo y crecimiento vegetal (García Flores et al, 2001; Reyes de la Cruz et al, 

2004; Dinkova et al., 2007; Garrocho-Villegas et al, 2012). Recientemente en 

Arabidopsis se ha reportado la sensibilidad a la Rapamicina, usando 

concentraciones 10 veces más elevadas a las usadas anteriormente en ésta 

planta y a las usadas comúnmente en mamíferos (Xiong & Sheen, 2012), 

mostrando que la Rapamicina es una herramienta valida y muy útil para estudiar el 

papel de TOR en plantas.   

La evidencia muestra entonces, que la insulina puede acoplarse a un receptor 

en células vegetales y que a partir de ahí puede desencadenar la señalización 

seguida de una respuesta para regular el crecimiento y desarrollo vegetal.           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Señalización de TOR en plantas. Imagen tomada de (Garrocho-

Villegas & Sánchez de Jiménez, 2012) 
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III. Justificación.  

La insulina es una hormona que regula diversos aspectos metabólicos en 

mamíferos. En plantas, por otro lado, se ha descrito la presencia de un péptido 

similar a la insulina que regula ciertos aspectos del crecimiento y desarrollo 

vegetal a través de vías de señalización conservadas como la ruta PI3K-TOR. Sin 

embargo, siguen sin ser claras las funciones y el rol de un péptido con estas 

características en el desarrollo de las plantas. Los antecedentes presentados 

anteriormente lo ubican como un regulador y promotor de la germinación de maíz, 

siendo relacionado con la regulación de la síntesis de proteínas a través de la vía 

mencionada. Para comprender mejor el rol de dicho péptido en plantas, en este 

trabajo se usa un perfil proteómico de la respuesta a insulina en ejes embrionarios 

de maíz y de esta manera se espera obtener información sobre la respuesta 

general a un estimulo por esta hormona.  

IV. Hipótesis. 

Un perfil proteómico de ejes embrionarios de maíz permitirá identificar 

elementos involucrados en la respuesta a insulina, así como el papel de la vía 

PI3K/TOR. 

V. Objetivos. 

5.1. Objetivo general. 

Caracterizar el efecto de insulina sobre el proteoma de ejes embrionarios de 

maíz y la participación de la vía PI3K/TOR. 

5.2. Objetivos específicos. 

 Determinar el efecto de la Insulina sobre el proteoma de ejes embrionarios de 

maíz. 

 Determinar la participación de vías de señalización PI3K/TOR en el efecto 

de la Insulina sobre el proteoma de los ejes embrionarios de maíz.
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VI. RESULTADOS 
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Supporting Information 

Supplementary Figure. Effect of insulin and rapamycin on S6K phosphorylation. A) 

Twenty µg of proteins from embryonic axes, control and treated with insulin (1.23 nM) or 

rapamycin (100 nM) were analyzed by Western blot using anti p-S6K antibodies (upper 

panel) and anti S6K protein (lower panel). B) Densitometric analysis of Western blots. C) 

Coomassie stained gel was used to confirm protein amounts loaded per lane. Images are 

representative of at least 3 independent experiments. Densitometric analysis are means ± 

standard error, one-way analysis of variance was performed p>0.05. 

Supplementary methodology 

Maize embryonic axes were treated as described in material and methods with Insulin 

(1.23 nM) or rapamycin (100 nM). Then the axes were rinsed with deionized water, frozen 

with liquid nitrogen, ground in a mortar, and homogenized in freshly prepared extraction 

buffer [50 mM HEPES (pH 7.6), 50 mM Na4P2O7, 1 mM Na2VO4, 1 mM Na2MoO4, 4 mM 

-glycerophosphate, 200 mM mannitol, 2 mM 

DTT, 0.2 mM PMSF, and 1 mM benzamidine]. The homogenate was centrifuged at 9,000g 

for 30 min at 4C, supernatant (protein extract) was separated and analyzed immediately or 

stored at -80 ºC. Protein quantification was performed by Bradford method [12]. Equal 

amounts of axes extract (20µg of protein) were resolved in 12% SDS-PAGE and 

transferred to PVDF membranes (Millipore). Membranes were assayed by Western blot 

using anti phospho-human p70S6K-Thr389 (p-S6K), or anti human p70S6K1 (S6K) at 

1:2000 dilution (Santa Cruz Biotechnology). Prism 5 (Graphpad software, La Jolla, CA) 

was used for statistical analyses of densitometric values obtained with Image-J software 

(ImageJ 1.48v NIH, USA). Data were expressed as means ± SE and were analyzed by 

one-way ANOVA analysis. Differences were considered significant at p<0.05. 
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VII. Discusión general. 

 En mamíferos es común encontrar hormonas de naturaleza peptídica que 

son capaces de inducir respuestas celulares por medio de diversas rutas de 

señalización, un ejemplo de esto es la insulina, y los péptidos similares a esta que 

funcionan como factores de crecimiento. Actualmente sabemos que este tipo de 

péptidos se encuentran no solo en vertebrados, sino que se han encontrado en 

una gran variedad de organismos como insectos y moluscos (Ebberink et al, 

1989). En plantas recientemente también se han reportado péptidos encargados 

de inducir señalización para producir una gran variedad de respuestas celulares 

(Katsir et al, 2011); algunos ejemplos son: el péptido fitosulfocin-alfa (PSK) que 

regula la proliferación celular (Matsubayashi & Sakagami, 1996); el gen ENOD40 

codifica para dos péptidos con función de regulación del uso de la sacarosa 

sintasa (Rohrig et al, 2002); CLAVATA3 codifica para un péptido encargado de 

regular procesos de proliferación y diferenciación, principalmente en el meristemo 

(Fiers et al, 2007). Dentro de los péptidos conocidos en plantas, las defensinas 

fueron las primeras en ser descritas y han sido las de mayor objeto de estudio. 

Estos péptidos son capaces de inhibir el crecimiento de hongos y bacterias 

patógenas de las plantas, por lo que están involucradas en mecanismos de 

defensa (Broekaert et al, 1995). A partir de estos descubrimientos se ha hecho 

evidente que estos péptidos juegan un papel importante en funciones de 

señalización que regulan procesos como el crecimiento, desarrollo vegetal y 

mecanismos de defensa.  

 El péptido ZmIGF tiene una secuencia anotada en el GenBank con el 

número P81009 que está relacionada a un reporte de dos secuencias de dos γ-

tioninas de semillas de maíz (Castro et al, 1996). Tioninas fue el nombre con el 

que se les conocía anteriormente a las defensinas, es decir, el ZmIGF es una 

defensina en cuanto a secuencia de aminoácidos se refiere. Sin embargo 

Garrocho y col. Indicaron que éste péptido presenta similitud  estructural en la 

cadena B de la insulina así como a factores de crecimiento tipo insulina de 

mamíferos y además es capaz de inducir la toma de glucosa en adipocitos de rata. 
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La obtención y purificación del ZmIGF resulta en un proceso costoso con bajo 

rendimiento (Rodríguez-lópez et al., 2011), por lo que es poco práctico usarlo para 

estudiar la respuesta que desencadena. La insulina animal ha sido usada para 

estudiar esta respuesta en plantas (Sánchez de Jiménez et al., 1999; García 

Flores et al, 2001; Dinkova et al., 2007).  

En este trabajo hemos usado insulina humana como tratamiento para ejes 

embrionarios de maíz de 24 horas de germinación, ya que de acuerdo a lo 

reportado  por García-Flores y col., es durante la germinación cuando el ZmIGF se 

expresa, alcanzando una mayor nivel a las 48 horas de germinación. El nivel de 

expresión a las 24 horas nos permite agregar la insulina extra para analizar la 

respuesta a esta. En los trabajos mencionados anteriormente, únicamente se hace 

relación a la vía de señalización PI3K-TOR indicando que se modula la síntesis de 

proteínas ribosomales. En este trabajó se realizó un análisis del proteoma de los 

ejes embrionarios de maíz tratados con la insulina como medio para indagar en la 

respuesta a ésta desde un enfoque diferente. Los resultados nos muestran una 

amplia gama de funciones celulares involucradas de las 18 proteínas identificadas, 

las reguladas en un aumento en su expresión están involucradas en: Metabolismo 

de carbohidratos, protección de estructura proteica, mantenimiento de la 

homeostasis durante la toma de agua en la germinación, degradación de proteínas 

ubiquitinadas; todas ellas importantes para llevar una germinación exitosa. Dentro 

de las que mostraron una disminución en su expresión están funciones como: 

plegamiento de proteínas, degradación de proteínas de almacenaje y protección 

contra estrés producido por generación de radicales libres; al igual que las 

anteriores, importantes durante la germinación. Estos resultados indican que la 

inducción de la germinación por parte de la insulina desencadena procesos 

similares a los inducidos por reguladores del crecimiento vegetal que promueven 

la germinación, como el ácido abscísico y las giberelinas (Hilhorst & Karssen, 

1992); para llevar a cabo una germinación exitosa en maíz.  

Por otro lado, el uso de la Rapamicina se planteó para explorar si estas 

modificaciones en los patrones de expresión se debían a la acción de la vía de 
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señalización de TOR. Los resultados nos mostraron que la Rapamicina al inhibir a 

TOR no modificó el patrón de expresión de las proteínas moduladas por la 

insulina. Esto nos indica que los posibles mecanismos involucrados son 

independientes de TOR, por lo que sería interesante explorar la posibilidad de 

respuestas involucrando reguladores del crecimiento vegetal como el ácido 

abscísico o las giberelinas. 

    Como se menciono al principio de este apartado, la secuencia del ZmIGF 

lo ubica como una defensina, proteínas que se expresan en respuesta un ataque 

por patógenos. Sin embargo, éste se aumenta su expresión durante la 

germinación del maíz, mostrando funciones diferentes a las defensinas comunes. 

Un ejemplo es la inducción de síntesis de proteínas ribosomales mediante la 

activación de la vía de la proteína TOR. En este trabajo hemos reportado que 

además de esas funciones, induce una serie de eventos dirigidos a mantener una 

germinación exitosa en el maíz. Dadas las características presentadas por 

Garrocho-Villegas y col. sería de gran interés averiguar a nivel evolutivo las 

características estructurales y funcionales de la insulina en diferentes organismos 

incluidas las plantas. 
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VIII. Conclusión general.   

 De acuerdo a lo observado en este trabajo podemos concluir que la insulina 

induce cambios en la expresión de proteínas involucradas en diferentes procesos 

celulares, dirigidos principalmente a conducir exitosamente la germinación de la 

planta. Además, estos procesos parecen ser independientes de la vía de 

señalización de la proteína TOR, que es el principal referente en el que se ha visto 

involucrada la respuesta de esta hormona en plantas. Dada la similitud que hay 

entre esta respuesta observada a insulina y los procesos que son regulados por 

fitohormonas como el ácido abscísico y las giberelinas, sería interesante explorar 

una posible conexión entre ellas como un mecanismo alterno al llevado a cabo por 

la vía de señalización de la proteína TOR.           
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XIX Anexo 

Publicaciones alternas. 
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